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Abstract
　A medium for cultivating soil aerobic ammonia-oxidizing micro-organisms (AOMs), the NEXA medium, 
was newly designed and used for MPN enumeration. The medium consists a minimum concentration (10 
[mg/L]) of (15NH4)2SO4 with 3.45 [mg/L] NaNO2 and 8.5 [mg/L] NaNO3 in the mineral medium amended 
with 10 (v/v) % soil extract. An amount of 15NO2
- + 15NO3
- produced from 15NH4
+ via nitrification was 
determined using so-called denitrifier method. Growth of nitrifiers in the culture for MPN was putatively 
determined when the 15N/14N ratio of the NO2
- + NO3
- pool was sufficiently larger (> 0.50) than the ambient 
ratio (0.368) of 15N abundance, as it is unambiguous indication of biological oxidation of ammonia. It is 
estimated that the sensitivity of this approach would be comparable with a conventional colorimetric assay, 
even though the medium contains a high NO2
- + NO3
- background. Although the NEXA medium did not 
recover more AOMs for 3 out of 4 soils samples examined, 30-times higher MPN was obtained for one 
forest soil than the conventionally used CL medium (containing 100 [mg/L] (NH4)2SO4 in the mineral 
medium). Possibility that phylogenetically novel AOM may have grown in those newly-designed media 
should be further examined. 
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1.　背景と目的
　従来の知見によると，硝化反応はアンモニアを亜硝酸に酸化する反応，亜硝酸を硝酸に酸化する反
応の2段階からなり，それぞれの代謝をアンモニア酸化微生物（アンモニア酸化細菌，アンモニア酸化
アーキアをまとめてこのように呼ぶ；AOM）と亜硝酸酸化細菌（NOB）が担っている．長らくAOM
はアンモニアを唯一のエネルギー源にすると考えられ，それ以外のエネルギー源は知られていなかっ
た．2011年，Tournaは多くのアンモニア酸化アーキア（AOA）がピルビン酸など，ある種の有機物を
もエネルギー源として利用するmixotrophsであることを示した [1]．しかしながら，Kimらは（2016），
多くのAOAはピルビン酸などの有機物をエネルギー源にしているのではなく，ピルビン酸やオキサロ
酢酸の持つα -ケト基が化学的反応により過酸化水素を除去することが細胞の増殖につながっている
ことを示唆した [2]．また，近年，ある種のNitrospira属のNOBがアンモニアから硝酸までの完全な硝
化反応（complete ammonia oxidation; comammox）を行うことが発見された [3, 4, 5]．こうした新規の
代謝は，新たに純粋培養された菌株の生理学的性質とゲノム解析から見出された．このことは，硝化
とその微生物の実像を知るためには，新規なAOMあるいはNOBの純粋分離株を取得することが重要
であることを示唆する．実際に，近年，2種のアンモニア酸化細菌（AOB）が新たに純粋分離された．
Urakawaらは（2015），約20年ぶりにシアトルのグリーンレイクの堆積物からNitrosospira属のAOBを
純粋分離した [6]．さらにHayatsuらは（2017），陸圏から初めてγ -proteobacteriumのAOBを純粋分離
した [7]．
　環境中では oligotrophicな微生物が優占すると考えられている．AOMや NOBのような独立栄養細
菌は増殖速度が遅く，かつ増殖収率も低いため，培養が容易ではなく，そのうえ，エネルギー源を低
濃度にしか含まない培地での培養は困難である．Suwaら（1994）は，硝化が活発に起こっている下水
汚泥および実験室的な活性汚泥中の AOMを (NH4)2SO4が 100 [mg/ L]および 5,000 [mg/ L]含む培地
でMPN計数した [8]．その結果，例外はあるものの，前者による計数値が後者による計数値を数倍か
ら数1,000倍上回った．さらに，oligotrophicでアンモニアに感受性を示すアンモニア酸化細菌（AOB）
を分離した．これらの菌株は現在，水圏でのAOBの代表株と考えられており，全ゲノム配列も決定さ
れている [9]．上述した大きな発見を導いたAOA株もoligotrophicな微生物として分離されている．
　本研究では，このアプローチを発展させ，これまで AOMの培養あるいは計数にほとんど用いられ
てこなかった培地を使って，畑，水田，森林から接種した土壌中のAOMのMPN計数を試みる．すな
わち，NH4
+濃度が非常に低く， NH4
+に加えて硝化反応の生産物であるNO2
-とNO3
-や，計数の対象とす
る土壌から調製した土壌抽出液を含む培地を調製し，MPN計数に使用する．ところで，AOMは増殖
速度が遅く，かつ菌体の収率も低いため，一般に培養後に濁りを生じることはない．そのため，AOM
の増殖は，生産物であるNO2
-をGriess試薬で発色させて検出，定量するのが一般的である．本研究で
はNO2
-を含む培地を使用したが，この培養でAOMが増殖した場合，初めから培地中に含まれていた
NO2
-と AOMが生産したNO2
-とを区別する必要がある．本研究では，これを実施するため，AOMの
MPN計数での上記培地を使用し，硝化菌の増殖を判定するためのプロトコルのプロトタイプを試作
する．実際にこの方法で土壌中のAOMをMPN計数し，この方法の有用性を検討する．
2.　材料と方法
2.1　土壌試料
　以下の4地点から採取した土壌試料を供試した（括弧内に略称を示す）；2015年7月13日に茨城県阿
見町大形茨城大学試験地付近のスイカ畑土壌 (IA)，谷津田水田土壌 (IR)，2015年7月30日に北海道川
上郡標茶町京都大学北海道研究林の森林土壌 (HF)，2015年10月29日に千葉県鴨川市東京大学千葉演
習林森林土壌 (CF)で落葉・落枝を除いた 0-10 [cm]層を採取した．採取した土壌はクーラーボックス
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中で冷却しながら研究室へ運搬し，4℃で冷蔵保存した．
2.2　土壌抽出液の調製
　4つの土壌試料の土壌抽出液を，2つの方法，熱水抽出および温水抽出，で調製した．3試料（IA，
IR，HF）からは両方の方法で，CFからは熱水抽出法だけで調製した．
1）オートクレーブによる熱水抽出
　新編土壌微生物学実験法（1997）[10]に準拠した．土壌（湿重）200 [g]を，ネジ蓋つき500 [mL]
容ポリプロピレン製ボトルに秤り取り，RO水 300 [mL]を加え，121℃，15分間オートクレーブし
た．室温で一晩静置した後の上澄みを 50 [mL] ファルコンチューブに移し，10,000 rpm，15分間，
室温で遠心し，No. 2濾紙（ADVANTEC，東京）を用い，ブフナー漏斗で上清を吸引濾過した．さ
らにGF/Fフィルター（孔径0.7 [µm]相当；Whatman，GE Healthcare，東京）で吸引濾過し，その
濾液を得た．この方法でHFとCFから抽出した土壌抽出液中のNO2
-とNO3
-を定量した．その結果，
いずれの土壌抽出液からもNO2
-は検出されなかったが，HF土壌抽出液には28 [μM]，CF土壌抽出
液には，定量できる濃度ではないが（< 10 [μM]），NO3
-が含まれていることが示された．
2）温水抽出
　土壌（湿重）200 [g]を，ネジ蓋つき 500 [mL]容ポリプロピレン製ボトルに秤り取り，RO水 300 
[mL]を入れて，往復振盪培養器（BIO-SHAKER，BR-40LF；タイテック，埼玉）で 120 rpm，80分
間，60℃で振盪した．室温で一晩静置して沈殿を沈降させた後，上澄みを50 [mL] ファルコンチュー
ブに移し，10,000 rpm，15分間，室温で遠心し，上清をNo. 2濾紙で，さらにGF/Fフィルターで濾過
した．この方法でHFから抽出した土壌抽出液中のNO2
-とNO3
-を定量した結果，NO2
-は検出されな
かったが，定量できる濃度ではないが，NO3
-が抽出液に含まれていることが示された（< 10 [μM]）．
3）土壌抽出液の滅菌
　調製した土壌抽出液は，孔径0.2 [µm]メンブレンフィルター（Whatman，GE Healthcare，東京）
で濾過して粒子を除いた後，さらに孔径0.05 [µm]メンブレンフィルター（Merck Millipore，USA）
で濾過滅菌した．一般的に，濾過滅菌には孔径 0.20 [µm]のメンブレンフィルターが用いられるが，
アンモニア酸化アーキア（AOA）の細胞が非常に小型で，孔径0.2 [µm]メンブレンフィルターの濾
過液からの純粋分離例があり [11]，また孔径 0.2 [µm]メンブレンフィルターを通り抜ける微小バク
テリアの存在が知られているため [12]，本研究では，それよりも孔径の小さいものを用いた．
2.3　培地
　Suwa ら（1994）[8]のC基礎培地（Table 1）をもとに培地
を作成した．これまで，CHおよびCL培地を使用して活性汚
泥のAOMはMPN計数されてきたが [8]，CU，CUN，NEXA
およびNEXB培地は本研究で新たに設計された培地である．
1）C基礎培地の調製
　C基礎培地を調製するために，KH2PO4, 725 [mg]および
Na2HPO4, 1,136 [mg]を RO水 700 [mL]に溶解し，0.47 M 
Na2CO3で pH を 7.6とし，溶液 Aとした．それとは別に，
MgSO4・7H2O, 50 [mg]と CaCl2・2H2O, 20 [mg]を RO水
Table 1. C basal medium.
Component Concentration
KH2PO4  725 mg/L
Na2HPO4 1136 mg/L
MgSO4・7H2O   50 mg/L
CaCl2・2H2O   20 mg/L
Fe-EDDHA    1 mg/L
Trace element mixture 1) 1 mL
RO water 1 L
pH 7.6 2)
1), ATCC medium #1573 [13].
2), Adjusted by adding 50 g/L Na2CO3. 
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300 [mL]に溶解した（溶液B）．溶液Aおよび溶液Bを別々に121℃，15分間オートクレーブし，室
温まで放冷したのち，無菌的に混合した．濾過滅菌した2 [g /L] Fe-EDDHA水溶液，0.5 [mL]，trace 
elements mixture ATCC medium #1573 [13]を0.6 [mL]無菌的に添加した．Fe-EDDHAの最終濃度は
1 [mg /L]である．
2）NH4
+（基質）濃度の異なる培地（CH，CL，CU培地）の調製
　C基礎培地用に調製時の溶液Aに，培地完成時の最終濃度が，それぞれ，5,000, 100, 10 [mg /L]に
なるように (NH4)2SO4を添加し，それ以外は上記のC基礎培地の調製と同じ方法で CH培地，CL培
地，CU培地を調製した（Table 2a）．
3）NO2
-およびNO3
-を含むCU培地（CUN培地）の調製
　溶液Aに10 [mg /L] (15NH4)2SO4，3.45 [mg /L] NaNO2，および8.5 [mg /L] NaNO3（それぞれ最終
濃度）を添加し，それ以外は上記のC基礎培地の調製と同じ方法でCUN培地を調製した（Table 2a）．
4）土壌抽出液を添加したCUN培地（NEXA，NEXB培地）の調製
　CUN培地を×10/9濃度で調製し，その1/9容積の滅菌土壌抽出液を無菌的に混合することで調製
した．オートクレーブ熱水抽出した土壌抽出液を10%含む培地をNEXA，温水抽出液を10%含む培地
をNEXBとよぶ（Table 2b）．
2.4　NO2
-およびNO3
-の定量
　NO2
-およびNO3
-は必要に応じて，比色法あるいは脱窒菌法で定量した．
1）比色法
　NO2
-はGriess試薬で呈色し，比色定量した．NO3
-は，バナジウム塩でNO2
-に還元した後に比色定
量するMirandaらの方法で定量した [14]．これを，NO2
-が過剰に還元されないように調整し，かつ
96穴マイクロプレート用に改変して利用した．
2）脱窒菌法
　試料中の 15NO2
-および 15NO3
-は，いわゆる脱窒菌法 [15, 16] を利用し，Isobeらの手順にしたがって
定量した[17, 18]．一部の実験では，20%（最終濃度）グリセリンで -80℃保存した脱窒菌の菌体標品
Table 2a. Composition of chemically-defined media 
used for MPN enumeration for AOM in this study. 
Component
mg in 1L C basal medium 
CH CL CU CUN
(NH4)2SO4 
1) 5000 100 10
(15NH4)2SO4 
1) 10
NaNO2 
2)   3.45
NaNO3 
2)   8.50
1),  Commonly added as energy and N sources in the 
previously employed medium for cultivating AOM. 
2),  Products of nitrification using ammonium, and 
possible N sources for AOMs.
Table 2b. Composition of chemically-non-defined media used 
for MPN enumeration for AOM in this study. 
Component NEXA NEXB
(15NH4)2SO4
1) 10   mg/L 10   mg/L
NaNO2
2) 3.45 mg/L   3.45 mg/L
NaNO3
2) 8.50 mg/L   8.50 mg/L
Soil extract A3)     100 mL
Soil extract B4)     100 mL
×10/9 basal medium C 900 mL     900 mL
1),  Commonly added as energy and N sources in the previously 
employed medium for cultivating AOM.
2),  Products of nitrification using ammonium, and possible N sources 
for AOMs.
3),  Soil extract was prepared as previously described [10]. 
4),  Soil extract was prepared by extracting with hot water (60℃ ) by 
reciprocally-shaking for 80 min, and filter-sterilized. 
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を利用したが，冷凍標品でも脱窒活性が長期間保持されることは確認済みであり，脱窒菌の新鮮標
品での結果と違いはない．脱窒菌法による，NO2
-およびNO3
-定量の具体的な手順をa)～c)に記す．
a） 　脱窒菌保存菌体の作成；　高い脱窒活性が維持された脱窒菌グリセリン冷凍保存菌体を作成
した．1/4 Triptic Soy Browth（TSB）（Difco Laboratories，USA）寒天平板上からシングルコロ
ニーを5 [mL]の滅菌したTSBが入った中型試験管（φ15 [mm] X 150 [mm]）に穿刺し，一晩培養
した．RO水 1 [L]に TSB，30 [g]；KNO3，1.01 [g]；NH4Cl，0.4 [g]；KH2PO4，4.9 [g]を溶解し
た特製TSB培地が入った 1 [L]ガラスバイアルに一晩培養した培養液を 1 [mL]接種した．スター
ラーで攪拌しながら暗所で培養液が十分濁るまで，12時間以上培養した．培養液は500 [mL]の遠
心管2本に移し高速遠心機（Himac CR21GⅡ，HITACHI，東京）で10,000 rpm，15分，4℃で遠
心した．上清を捨て，30 [mL]ダルベッコPBS（-）（日水製薬，東京）に懸濁し，3回遠心洗浄し
た．ダルベッコPBS（-）で懸濁し，2 [mL]容クライオバイアルに1 [mL]ずつ移した．45%グリセ
リンを0.8 [mL]添加し（最終濃度；20%），-80℃で保存した．
b） 　リン酸グルコース溶液；　40 [mM]グルコース溶液を調製した．0.4 [M] K2HPO4と 0.4 [M] 
KH2PO4を5 [mL] ずつ，90 [mL] RO水に溶解し，40 [mM] リン酸バッファー（pH 7.2）100 [mL]
を調製した．それぞれを 121℃，15分間オートクレーブ滅菌した．放冷後，2つの溶液を等量混
合し，リン酸 (20 [mM]) グルコース (20 [mM]) 溶液 200 [mL] を調製した．
c） 　脱窒菌法を用いた NO2
-と NO3
-の定量；　リン酸グルコース溶液 40 [mL]に脱窒菌グリセリン
冷凍保存菌体 3.2 [mL]を懸濁し，脱窒菌懸濁液を調製した（リン酸グルコース液：脱窒菌液＝
12.5 : 1）．5 [mL]容バイアルにガラス沸石を一つ入れ，試料，0.25 [mL]，脱窒菌懸濁液，1 [mL]
を分注した．アネロビックストッパー（神田ゴム株式会社，東京）で密封し，アルミシール（マ
ルエム）で封じた．無酸素ガス注入加圧装置（SANSHIN，神奈川）を用いてヘッドスペースガス
を高純度（G1）Heで置換した（1.5気圧）．バイアルを逆さにして，25℃，暗所で半日以上静置
培養した．6 [M] NaOHを0.15 [mL]添加して生物反応を停止したのち，ガスタイトシリンジ（250 
[µL]）でヘッドスペース気体75 [µL]を採取した．一旦，50 [µL]まで圧縮，加圧し，He気流下で
これを大気開放することで，シリンジ先端のニードル中の気体をパージ洗浄してから，50 [µL]の
試料を GC/MS（GC/MS-QP2010, SHIMADZU）の注入口から注入して分析し，44N2O, 
45 N2O, 
46 
N2Oを定量した．
2.5　AOMのMPN計数培養
　土壌試料を 50 [mL]ファルコンチューブに 3 [g]秤り取り，C基礎培地を 27 [mL]加え，1/10濃度
([wet g / g])の懸濁液（101倍希釈懸濁液）を調製した．ファルコンチューブの蓋を閉め， 3分間よく振
り混ぜ懸濁した．大型試験管（φ 22 [mm] X 195 [mm]）中の滅菌したC基礎培地 22.5 [mL]に，101倍
希釈懸濁液2.5 [mL]を加えて十分浸透混合し，102倍希釈懸濁液を得た．同様に10倍ずつ系列希釈し，
101-105倍希釈懸濁液（5段階）を調製した．2重にしたアルミホイルで，最大100本の試験管をまとめ
て覆い，乾熱滅菌した．Table 2に示すさまざまな培地を，125本の試験管（φ 16 [mm] X 100 [mm]）
に3 mLずつ無菌的に分注した．試料の段階希釈懸濁液を，試験管に入った培地に0.3 [mL]ずつ，接種
した．段階希釈あたり 5本の試験管に摂取した（5連）この操作によって，試料はさらに 10倍希釈さ
れるため，結果として土壌試料の希釈率は 10-2-10-6となった．試料を接種した培地入り試験管をモイ
ストチャンバー内で25℃，暗所で培養した．3つの土壌試料，IA，IRおよびHFを接種したMPN計数
用の培養は8週間，CFについては，10週間行った．
2.6　培養後のNO2
-＋NO3
-プールの15N/14N比および15NO2
-＋15NO3
-の濃度の算出
　CUN，NEXAおよびNEXB培地でMPN計数のための培養後，硝化が起きた培養管では，硝化によっ
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て 15NH4
+から生成された 15NO2
-＋ 15NO3
-が含まれている．更に，これらの培地中には 15Nで標識されて
いない（非標識）NO2
-＋NO3
-が含まれており，それらの和が培養後の培養管中のNO2
-＋NO3
-プール
となる．培養前のNO2
-＋NO3
-プールの 15N/14N比は天然での同位体比のまま（0.368 %）と考えられる．
培養中に硝化が起こった場合，硝化によって 15NH4
+から 15NO2
-＋ 15NO3
-が生成されるため，培養管中
のNO2
-＋NO3
-プールの 15N/14N比は増加する．従って，15N/14N比の増加は，硝化という生物反応が起
こったことの有力な証拠となる．本研究では，実験系自体が有するこうした性格を利用し，硝化が起
こったかどうかを，培養管中のNO2
-＋NO3
-プールの 15N/14N比（以下の式 (1)でのQ値）の増加で判定
した．具体的には，Q値が自然同位体比 (0.368 %)より十分に高い0.50 %を上回っている場合，AOMの
生育があったと判定した．
a）培養管中のNO2
-＋NO3
-プールの 15N/14N比，Qの算出
　N2Oの
15N/14N比，Qは，脱窒菌法で定量したN2Oの3種類の isotopomers（m/z = 44, 45, 46）の
ピークエリアを基に，式 （1）で求めた．
　　　　Q = (45R + 2× 46R – 17M - 2× 18M) / (2 + 2× 45R + 2× 46R) （1）
ここで，
45R = (m/z 45のピークエリア ) / (m/z 44のピークエリア )
46R = (m/z 46のピークエリア ) / (m/z 44のピークエリア )
17M = 17O/16O = 379.9×10-6
18M = 18O/16O = 2005.2×10-6
b）培養管中の 15NO2
-＋ 15NO3
-の濃度，Cpの算出
　N2Oの3種類の isotopomers（m/z = 44, 45, 46）のピークエリアの総和を基に，検量線法で培養
管中のNO2
-＋NO3
-プールの大きさ，すなわち 14NO2
- + 14NO3
- + 15NO2
- + 15NO3
-濃度の推定値，Ctを
求めた．CtにQを乗ずることで，
15NO2
-＋ 15NO3
-濃度，Cpを求めた（式 （2））．
　　　　Cp = Ct × Q （2）
2.7　比色法によるNO2
-およびNO3
-の定量下限の推定
　NO2
-標準溶液（1,000 [mg/ L N]，和光純薬，東京）を最終濃度が 0.5, 1.0, 1.5 [µM]になるよう調
整しMirandaらの方法 [14]に従い，NO2
-を蛍光・吸光型プレートリーダー EnSpire Multimode Plate 
Readers (PerkinElmer，MA USA)を用いて538 nmの波長の吸光度を測定した．
3.　結果と考察
3.1　基質（NH4
+）濃度の異なる3種の化学合成培地によるAOMのMPN計数値の比較
　茨城県スイカ畑土壌 (IA)と谷津田水田土壌 (IR)，北海道研究林森林土壌 (HF)，千葉演習林森林土
壌 (CF)のAOMを基質（(NH4)2SO4）濃度の異なる3種類の培地，CH培地（5,000 [mg/L]），CL培地
（100 [mg/L]），CU培地（10 [mg/L]）でMPN培養した．各培養管でのNO2
-およびNO3
-生成はGriess
試薬で発色させ，発色の有無を目視によって判定した．明らかに染色されていると判断できる30 [µM]
を超えているものを生成有りと判定した．生成の認められた培養の数を基にMPN計数値を算出し，土
壌試料中ごとに，異なる培地でのAOMのMPN計数値を比較した（Table 3）．
　いずれの土壌試料についても，比較的低い濃度でNH4
+を含むCL培地でのMPN計数値は，CH培地
での計数値の少なくとも3倍以上であった．特に，試料HFについては，CH培地で培養した場合，AOM
の生育が見られた培養管はなく，CL培地でのMPN計数値は CH培地でのMPN計数値を少なくとも
500倍上回り， HFでの oligotrophicな AOMの優占が示唆された．こうした結果は，下水汚泥の AOM
を同じ方法でMPN計数した例でもみられている [8]．CL培地の 1/10しかNH4
+を含まないCU培地で
も，同じ方法でAOMをMPN計数することが可能であることが示された．CU培地によるMPN計数値
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は，CL培地による計数値と大差なく（0.51～1.8倍），CU培地でしか回収できないhyper-oligotrophic
なAOMが存在する証拠を得ることはできなかった．
Table 3. MPN estimates of ammonia-oxidizing microorganisms (AOM) in soil samples with various media. Media CH, 
CL, CU and CUN are chemically defined, and compose entirely with inorganic salts. NEXA and NEXB are chemically 
non-defined, as they contain soil extract. A small amount of nitrite and nitrate was amended to CU to prepare CUN, and 
media NEXA and NEXB also contain nitrite and nitrate, which are derived from soil extract.
Sample a Estimates （MPN /g wet weight） with medium designated as
Name Location Property Obtained on CH CL CU CUN NEXA NEXB
IA Ibaraki Arable July, 2015 1.6×103 5.7×103 1.0×104 8.0×103 8.0×103 1.1×102
(0.28) b (1) (1.8) (1.4) (1.4) (0.02)
IR Ibaraki Ravine July, 2015 1.3×102 7.7×102 1.1×103 2.6×102 2.6×102 7.7×102
(0.17) (1) (1.4) (0.34) (0.34) (1.0)
HF Hokkaido Forest Sep, 2015 nd c 4.3×103 2.3×103 1.1×103 1.1×102 4.3×102
－ (1) (0.53) (0.26) (0.26) (0.10)
CF Chiba Forest Oct, 2015 4.3×10 1.5×102 7.7×10 9.0×102 4.7×103 nt d
(0.29) (1) (0.51) (6.0) (31.3)
a,  Cultures with various media inoculated with Chiba forest soil sample were incubated for 10 weeks at 25℃ in the dark, and those 
inoculated with the three remaining soil samples were incubated for 8 weeks.
b,  Ratio of MPN estimates versus that obtained with CL medium was shown in the parenthesis.
c,  Not detected, as neither nitrite nor nitrate production was not detected in all culture tubes in this experiment, which could be 
estimated as <7.7 MPN /g wet weight. 
d, Not tested. 
3.2　CU培地に少量のNO2
-およびNO3
-を加えた培地（CUN培地）によるAOMのMPN計数
　従来，AOMの培養では， AOMのエネルギー源であるNH4
+を含む合成培地を唯一の窒素源として使
用することが一般的であった．この場合，NOBは排除されがちである．また，NOBの培養では， NOB
のエネルギー源であるNO2
-を唯一の窒素源として含む合成培地が使用され，この場合，AOMは排除
される．自然環境中では，NH4
+とNO3
-のプールが顕在することが多く，NO2
-も（中間的に）生成され
ると考えられるが，これまで汎用されてきたNH4
+あるいはNO2
-の一方だけを含む培地は，自然環境を
反映しているとは言い難い．近年，純粋分離された完全硝化菌 (comammox微生物 ) を培養する培地に
は，NH4
+とNO2
-の両方を含む培地が使用された [3, 4, 5]．本研究では，CU培地に3.45 [mg /L] NaNO2
および8.5 [mg /L] NaNO3（それぞれ最終濃度）を添加した培地（CUN培地）でのAOMのMPN計数
を試みた．
　CUN培地に含まれるNH4
+はすべて 15Nで標識されているため，AOMおよびNOBによって 15NO2
-と
15NO3
-とが生成される．これらは，脱窒菌法によってCUN培地に初めから含まれていた 15Nで標識さ
れていないNO2
-とNO3
-と分別して検出，定量した．Table 3に示すように，試料 IA，IRおよびHFに
ついて，CUN培地でのMPN計数値は，（NO2
-やNO3
-を含まない）CU培地の計数値と大差なかった．
しかし，興味深いことに，試料CFについては，CUN培地はCU培地より11倍高いMPN計数値を与え
た．このMPN計数値は，CL培地での計数値に比べても6倍高い値であった．
3.3　	CUN培地に10	(v/v)	%土壌抽出液を添加した培地（NEXAあるいはNEXB培地）によるAOM
のMPN計数
　AOAは oligotrophicな生理学的性質を有すると考えられており，また有機物を要求することが議論
されてきた [1, 2]．ここでは，有機物を土壌抽出液として培地に供給することとし，調製方法の異な
る 2種類の土壌抽出液をCUN培地に 10 (v/v) %添加した培地，NEXAおよびNEXB培地，を調製した 
(Table 2b)．
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　Table 3に示すように，試料 IA，IRおよびHFのAOMについて，NEXAおよびNEXB培地でのMPN
計数値は，CU培地の計数値と大差ないか，むしろ低かった．この結果は，CUN培地による計数結果
と似通っている．一方，試料CFについては，NEXA培地でのMPN計数値はCU培地の計数値より 61
倍高く，CL培地での計数値に比べても31倍であった．
　これらの結果は，NO2
-やNO3
-あるいは土壌抽出液を含む培地がより多様なAOMを回収するのに有
用である可能性を示す．その中には，新規な AOMが含まれる可能性がある．今後，さまざまな試料
に対して同様なMPN計数事例を積み重ねて，これを裏付けてゆく必要がある．新たな培地を使用する
目的は，新規性の高い AOMを見出し，培養し，最終的にはそれを純粋分離することにある．この目
的に向かっての次のステップは，硝化が検出された培養のうち，試料の最高次希釈懸濁液を接種した
培養を対象に，i) 分子生物学的手法で，新規性の高い系統に類別される硝化菌が含まれているか，ii) 
NEXA培地での継代培養ができるかどうかを検討する必要がある．
3.4　脱窒菌法と比色法の比較
1）比色法によるNO2
-およびNO3
-の定量下限
　NO2
-標準溶液（1,000 [mgN/L]，和光純薬，東京）をミリQ水で希釈して0.5, 1.0, 1.5 [µM] NO2
-
標準液を調製した．各濃度につき，10連でGriess試薬による呈色反応を行い [14]，蛍光・吸光型
プレートリーダーEnSpire Multimode Plate Readers (PerkinElmer, MA USA)で538 nmの波長の吸
光度を測定した．各NO2
-濃度についての10連の測定値の相対標準偏差を求めた．
　ところで，上本によると，一般に，標準偏差 (σ )の15倍の濃度 (15σ )を定量下限濃度と推定す
ることが多く，15σ値は相対標準偏差の10%値として推定される [19]．上記した実験で得られた，
NO2
-濃度と，その実測値（10連）の相対標準偏差の関係をFig. 1に示す．一般に，この関係は指
数関数で近似することができ，この実験でも曲線回帰することができた．Fig. 1に示すように，15
σ値を，相対標準偏差が10%のときのNO2
-濃度として求めた（1.36 [µM]）．
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Fig. 1. Relative standard deviation of repetitive colorimetric determinations (n = 10) of 0.5, 1.0 and 1.5 μ
M NO2
-. Azo chromophore was developed by adding the Griess reagent into dilute nitrite solutions at 
given concentrations, and OD538 was determined. Relationship between NO2
- concentration and relative 
standard deviation can be fitted well with exponential curve (y = -17.88･ln(x) + 15.558; R2 = 0.970)
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2）脱窒菌法によるAOMのMPN計数と比色法によるAOMのMPN計数の比較
　脱窒菌法のMPN計数では，15N/14N比が自然同位体比（0.368 %）を十分に上回る0.50 %をAOM
が生育する判定の基準とした．土壌試料 IA，IR，HF，CFをCUN，NEXA，NEXB培地でMPN培
養した，positiveな判定とnegativeな判定が入り交ざる希釈率（IA：CUN培地とNEXA培地で希釈
率 10-5，NEXB培地で希釈率 10-3；IR：CUN，NEXA及びNEXB培地で希釈率 10-4；HF：CUNと
NEXA培地で希釈率10-5，NEXB培地で希釈率10-4；CF：CUNとNEXA培地で希釈率10-4）での，
15NO2
-＋ 15NO3
-濃度と 15N/14N比との関係をプロットし，AOMが生産した 15NO2
-が定量できる下限
と想定した，Q.＞0.50 %のデータを用いて直線回帰した (Fig. 2)．興味深いことに，供試した4点
の土壌試料中，3土壌試料（IA, IRおよび CF）は同じ直線であてはめることができたが，HFだ
けが2.12倍高い傾きを持つ直線で回帰された．式 (2)が示すように，直線の傾き，Ctは total NOx
-
（14NO2
- + 14NO3
- + 15NO2
- + 15NO3
-）濃度である．したがって，HFにはその他3土壌試料の2.12倍の
total NOx
-が含まれていたか，培養中に生産された可能性がある．15N/14N = 0.50 %を与えるNO2
-濃
度をこれらの回帰直線から推定すると，それぞれ，0.728，1.21 [μM]となった．これらは，脱窒
菌法を利用した方法によるNO2
-の定量下限に相当する．HFでは，NO2
- + NO3
-の高いバックグラ
ウンドがあるのにも関わらず，比色法での定量下限に比べて，それと同等かやや高い感度でAOM
が検出された．このことはこの方法の有効性が示す．
　Fig. 2中のx軸の実線（15N/14N =0.50 %）より右側のプロットは，AOMの増殖が脱窒菌法で 15NOx
-
の集積として検出されたケースである．そのうちの，y軸の点線（1.36 [µM]）で囲まれた灰色で
示す範囲にあるプロットは，比色法では検出できない．すなわち，灰色で示す範囲が，従来の比色
法でのMPN値を上回る計数値を与えたMPN計数用の培養である．この高いMPN値が，NOx
-の
検出感度が高くなったことによるのか，培地中にNH4
+だけでなく，それ以外の成分（NO2
-，NO3
-，
あるいは土壌抽出液）を添加したことによるのかは不明である．従来からMPN法に汎用されてき
た無機塩類だけの培地（たとえばCL，CU培地）でAOMをMPN計数培養し，生成したNOx
-を比
色法と脱窒菌法の両方で検出することで，計数値を比較するなどの検討が次の課題となる．
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Fig. 2. Relationship between the 15N/14N ratio (Q %) of NO2
- + NO3
- pool in each culture for MPN 
enumeration, and NO2
- +NO3
- concentration; Cp in each culture for MPN enumeration: 〇 , ● , IA; ◇ , 
◆ , IR; △ , ▲ , CF; □ , ■ , HF. Open and closed symbols indicates negative and positive in growth, 
respectively. Dotted line (　　　), the ratio in natural abundances of N isotopomers 15N/14N (= 0.368 %); 
solid line (　　　), arbitrary critical Q value (0.50); broken line (　　　), the estimated lowest limit of 
quantification, Cp (= 1.36 [μM]). Relationship between Q % and Cp [μM] for the data from soil samples, 
IA, IR and CF was described as; y = 1.040 x + 0.208 (R2 = 0.834), and that for HF as; y =2.207 x + 0.104 
(R2 = 0.999). If Q is > 0.50 %, it is regarded that nitrifiers grew (positive) in a culture. Symbols in the 
gray-colored area are those which growth of nitrifiers should not have been detected by a conventional 
colorimetric method, but by so-called denitrifier method in combination with 15N tracer. 
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この研究は，一部，中央大学理工学研究所研究プロジェクト（共同研究第 1類；環境微生物を計数・
分離する新規な方法の開発）によって実施されたものである．
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